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Проблема влияния акустических коле- 
баний, особенно низкой частоты и интен- 
сивности, на организм в условиях физиче- 
ского загрязнения окружающей среды ста- 
новится все более актуальной. Механиче- 
ские колебания и звук различной силы по- 
стоянно сопровождают человека в быту и 
на производстве. Их последствия во мно- 
гом негативны и часто непредсказуемы [1]. 

Систематическое исследование биоло- 
гического действия низкочастотных аку- 
стических колебаний началось сравни- 
тельно недавно - в 70-е годы прошлого 
столетия. В основном оно касалось дей- 
ствия инфразвука на организм, в том чис- 
ле человека. Было установлено, что звук 
высокой интенсивности (до 200 дБ) вы- 
зывает неприятные субъективные реак- 
ции: чувство беспокойства и страха, го- 
ловокружение и головную боль, давле- 
ние на барабанные перепонки, тошноту 
вплоть до болей в желудке, и пр. [1, 2]. В 
лабораторных опытах на животных бы- 
ло показано, что инфразвук может ока- 
зывать влияние на гипоталамо-гипофизо- 
нейросекреторные системы, на динамику 
обмена белка в стенках желудка, а также 
молочной кислоты и креатинфосфата в 
крови [3-5]. 

Акустические колебания оказывают 
воздействие на растения и семена, что от- 
ражается на их ростовых параметрах [6]. 
Мишенями могут служить клетки (в том 
числе бактериальные и дрожжевые), их 
мембраны и мембраноподобные структу- 
ры, а также ферменты в их составе [6, 7]. 
Однако работы, посвященные биологиче- 
скому действию на клетки слышимого зву- 
ка немногочисленны. В этой связи целью 
настоящей работы было изучение влияния 
акустических колебаний низкой интенсив- 
ности в широком диапазоне частот на раз- 
личные клеточные линии человека и жи- 
вотных, а также на репродукцию вирусов 
гриппа А (НМ и НЗ№2) и синтез цитоки- 
нов. 


Материалы и методы 

Из коллекции клеточных культур 
НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского 
РАМН были отобраны клеточные линии 
нормальных и опухолевых клеток челове- 
ка и животных. Клеточные линии культи- 
вировали в питательных средах: перевива- 
емые диплоидные клетки легкого эмбри- 
она человека (ЛЭЧ) на смеси сред Игла 
МЕМ с добавлением 199 среды (1:1), клет- 
ки печени человека (Свапе Пуег), клет- 
ки конъюнктивы глаза человека (Свапе 
соплипсйуа) - на среде Игла, клетки кост- 
ного мозга больного лейкемией (Г.41) - 
на среде Игла МЕМ, для опухолевых кле- 
ток гепатомы человека (СН5) использо- 
вали среду ДМЕМ. Перевиваемые линии 
клеток животных: почек собаки (МОСК) 
культивировали в среде Игла, почек сви- 
ньи (СПЭВ) - в 199 среде. 

К каждой клеточной линии добавляли 
10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(ЭТС) фирмы НПО «ПанЭко». Пробирки 
с клетками подвергали воздействию звука 
40 Дб следующих частот: 50 Гц, 100 Гц, 200 
Гц, 500 Гц, 1000 Гц, 2000 Гц, 5000 Гц, 10000 
Гц, 20000 Гц - в течение 10 мин на расстоя- 
нии 40 см с помощью звукового динамика, 
соединенного с генератором акустических 
частот ГНЧ-1. Далее клетки культивиро- 
вали в термостате при 37° Сс 5% СО, по 
общепринятой методике в течение 72 ча- 
сов. Посевная доза клеток составила 2х10° 
кл/мл. Для снятия клеток со стекла приме- 
няли смесь версена с химопсином произ- 
водства ООО «Самсон -Мед»(на 0,5 л — 50 
мг). После образования монослоя опреде- 
ляли индекс пролиферации (ИП), т.е. соот- 
ношение числа выросших клеток к числу 
посеянных. 

Влияние звука на репродукцию виру- 
сов гриппа А (НЗ№2 и НИ№М1) изучали на 
клетках МОСК. Были взяты штаммы ви- 
русов гриппа А/Аичи/1/68(НЗМ№2), А/Брис- 
бен/10/07 (НЗМ№2), А/Соломоновы остро- 
ва/03/06 (Н1М1). 
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В работе использовали однодневный 
монослой культуры клеток МОСК, полу- 
ченный в 96-луночных пластиковых пане- 
лях фирмы «Соз{аг». После удаления пи- 
тательной среды и промывки монослоя 
раствором Хенкса проводили заражение 
культур клеток 10-кратным разведени- 
ем вирусов гриппа (с 10-1 по 10°) в объе- 
ме по 20 мкл на лунку. Через 30 мин моно- 
слой клеток отмывали и добавляли по 100 
мкл соответствующей питательной среды 
без ЭТС. Клетки инкубировали при тем- 
пературе 37 °С в течение 48 ч., после че- 
го в культуральной жидкости определя- 
ли инфекционный титр вируса методом 
Рида и Менча ( в 12 ТЦД, ) и титр гема- 
глютининов (ГА) в реакции геммаглюти- 
нации с эритроцитами человека группы 
крови 0(Т). 

Определение шРНК цитокинов про- 
водили на культуре клеток МОСК, обра- 
ботанных соответствующими частотами. 
Активность ШРНК 11 цитокинов опре- 
деляли методом обратной транскрип- 
ции и полимеразной цепной реакции (ОТ- 
ПЦР). Выделение РНК проводили по ме- 
тоду [8]. Обратная транскрипция и ПЦР- 
амплификация были выполнены в соот- 
ветствии с методикой [11]. В работе ис- 
пользована пара праймеров для следую- 
щих цитокинов: ИФНа, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-1В, 
ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-10, ФНОч, ИФНу, ИЛ-18, 
ИЛ-12 [9-13]. 

В качестве положительного контроля 
использовали праймеры для В-актина [10]. 

Пробы к ДНК использовали в качестве 
отрицательного контроля. Регистрация ре- 
зультатов ПЦР осуществляли электрофо- 
ретически в 2,5% агарозном геле, окра- 
шенным бромистым этидием. Для иденти- 


фикации нуклеотидных последовательно- 
стей использовали маркер для электрофо- 
реза фирмы Рготега (С1758). 

Результаты исследований 

В первой серии экспериментов иссле- 
довалась пролиферативная активность 
(ИП) клеток после воздействия на них 
различных акустических частот (от 50 до 
20000 Гц). Результаты приведены на ри- 
сунке 1. 

Как видно на рисунке 1, звук влияет на 
пролиферацию клеточных линий, повы- 
шая или снижая их активность роста в за- 
висимости от частоты. При этом можно 
выделить общие для всех клеточных ли- 
ний определенные тенденции. Так, при ча- 
стотах 50 и 1000 Гц отмечено нарастание 
индекса пролиферации (ИП) или совпа- 
дение его с показателями контроля. В то- 
же время снижение ИП для всех видов ис- 
следуемых линий наблюдается при воздей- 
ствии звука частотой 100 и 500 Гц. Совпа- 
дение экстремумов на определенных ча- 
стотах, возможно, объясняется резонанс- 
ным откликом, который хорошо просле- 
живается в диапазонах от 50 до 1000 Гци 
вероятно, имеет универсальную природу. 
При частотах свыше 1000 Гц пролифера- 
тивная активность каждой клеточной ли- 
нии имеет свои особенности. 

Таким образом, сходная ответная реак- 
ция большинства клеточных линий в опре- 
деленном диапазоне акустических частот 
свидетельствует об общности механизмов 
их влияния на пролиферативную актив- 
НОСТЬ. 

Проведенные ранее исследования по 
изучению активности клеточных фермен- 
тов при воздействии низких частот пока- 
зали аналогичные изменения в тех же ди- 
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Рисунок 1. Изменение пролиферативной активности клеточных линий под влиянием акустических 


частот. 
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апазонах (6). В частности сравнение полу- 
ченных данных для клеточных линий ЛЭЧ, 
МОСК, [41 и Сапе Нуег выявило корре- 
ляцию с частотным спектром фермента- 
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тивной активности трипсина (максималь- 
ная активность которого отмечена при 50 
и 1000 Гц, а минимальная при 100 Гц, 500 
и 10000 Гц). Таким образом, нельзя исклю- 


Таблица 1 
Влияние акустических частот на активность РНК цитокинов в клетках МОСК 
Часто- 
ты (Гц) ИФНа | ИФНу | ИЛ1В | ИЛ2 | ИЛ4 | ИЛб | ИЛ8 | Ил10 | ИЛ12 | ИЛ18 | ФНОа 
контроль + + - - - - + + + + + 
50 - - + - + - + - + + + 
500 - - + + + - + + - + + 
2000 - + + + + - + + - + - 
10000 - - + + + + + + - + - 
Обозначения: (+) - наличие активности тРНК; (-) - отсутствие активности РНК 
Таблица 2 
Титры НА иТЦД 50 вирусов гриппа А в клетках МОСК при 
воздействии различными акустическими частотами 
Вирус Штамм а и Титр НА ТЦД.. ($) 
ру та (Гц) | действия/мин Р хо "В 
30 320 6,0 
2000 
60 320 6.0 
30 320 6,0 
5000 
изм | А/Аичи 1/68 (НА- 60 320 6,0 
1/320,ТЦД 6,0) 30 320 6,0 
10000 
60 320 6,0 
30 160 5:5 
20000 
60 160 5,0 
30 80 3,0 
2000 
60 80 3,0 
30 80 3,0 
А/Брисбен 10/07 | 5000 60 20 0 
Н3№2 (НА-1/160, : 
Т - 3,0 30 40 3,0 
ЦД»-3,0) 10000 
60 20 3,0 
30 20 2,5 
20000 
60 20 2,0 
30 320 4,5 
2000 
60 640 4,0 
30 640 4,5 
5000 
А/Соломо- новы 60 320 4,0 
НИМ! | острова 03/06 (НА 
30 320 4,5 
1/640,ТЦД.;.-4,0) 10000 
60 320 4,0 
30 320 4,0 
20000 
60 320 3,5 
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чить, что одной из мишеней действия аку- 
стических частот на клетки могут являться 
протеолитические ферменты. 

Нами было исследовано влияние низ- 
кого уровня звукового диапазона на ци- 
токиновую активность клеточной ли- 
нии МОСК(табл. 1). Показано подавле- 
ние выработки интерферонов (ИФНа и 
у) при воздействии звука в диапазоне от 
50 до 10000 Гц по сравнению с контролем. 
Одновременно наблюдалось нарастание 
продукции провоспалительных интерлей- 
кинов ИЛ1 ИЛ2, ИЛ4, ИЛ8, ИЛ10, ИЛ18 
и ФНОа при частотах 2000 и 10000 Гц. 
Интерлейкины ИЛ 12 и ФНОач в пробах 
отсутствовали, а ИЛ6б обнаружен толь- 
ко после воздействия звуком частотой 
10000 Гц. Таким образом, звук низкой ча- 
стоты приводит к подавлению выработ- 
ки интерферонов в клеточных культурах 
и усилению выработки ряда провоспа- 
лительных интерлейкинов. Полученные 
данные могут быть результатом стрес- 
сового действия звука на клеточную ли- 
нию, возможно связанного с избиратель- 
ностью его воздействия на определенные 
ферменты. 

Во второй серии экспериментов была 
изучена гемагглютинирующая активность 
и репродукция вирусов гриппа А под влия- 
нием звука. В табл. 2 представлены титры 
гемагглютининов (НА) и инфекционный 
титр гриппа (1 ТЦД.) для двух штаммов 
вируса НЗМ2 и одного штамма НМ по- 
сле воздействии различных акустических 
частот. Как видно из таблицы, титры НА 
ЗОММАКУ 


у штамма А/Аичи/1/68 (НЗМ№2) понижают- 
сяв 2 раза (до титра 1/160) при воздействии 
частотой 20 000 Гц в течение 30 мин, а у 
штамма А/Брисбен/10/07 НЗМ2 понижение 
титра НА наблюдается в 8 раз (до титра 
1/20) при воздействии звуком с частотой 
5000 Гц. У штамма А/Соломоновы остро- 
ва 03/06 (Н1М1) титр НА понижен только 
в 2 раза, начиная с воздействия частотой 
от 5 000 до 20000 Гц. Инфекционный титр 
вирусов понижается у всех штаммов на 0,5 
5ТЦД.у при воздействии частотой 20000 
Гц в течение 30 мин и на 1,0 12ТЦД., при 
воздействии в течение 1 часа. 

Те. наблюдается разная чувствитель- 
ность титра гемагглютининов и инфекци- 
онной активности у разных штаммов виру- 
са гриппа А при воздействии различными 
акустическими частотами. 

Таким образом, обнаружено, что для 
проявления выраженного эффекта в слу- 
чае меньшей звуковой частоты требует- 
ся большее время воздействия, что, оче- 
видно, связано с энергией звуковой вол- 
ны (чем ниже частота, тем меньше энер- 
гия). Чем длиннее время воздействия, тем 
активнее идет подавление репродукции ви- 
русов гриппа при той же акустической ча- 
стоте. Те. выявлена дозовая зависимость 
чувствительности вируса к действию звука 
(в определенных пределах). Полученные в 
работе результаты представляют опреде- 
ленный интерес в изучении влияния сла- 
бых акустических колебаний на пролифе- 
рацию клеток и репродукцию в них виру- 
сов гриппа. 
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